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摘   要 目的： 探讨赖氨酰氧化酶样蛋白 2（LOXL2）在胆管癌中的表达以及与胆管癌血管生成的关系。

方法： 下载 GEO 数据库中相关数据，比较胆管癌组织和癌旁组织 LOXL2 的 mRNA 表达差异；通过

基因集富集分析法分析 LOXL2 在胆管癌中的功能；分析各数据集中 LOXL2 与血管内皮生长因子 A

（VEGFA） 表 达 的 关 系。 通 过 Western blot、qRT-PCR 和 ELISA 检 测 下 调 或 上 调 胆 管 癌 细 胞 株 中

LOXL2 的表达后，VEGFA 的表达和分泌水平变化。用干扰或过表达 LOXL2 的胆管癌细胞的条件培养

基培养人脐静脉内皮细胞（HUVECs）后，观察其管腔形成情况。

结果： GEO 数据库分析结果显示，LOXL2 在癌组织中的表达明显比癌旁高（P<0.05）；LOXL2 可能

参与了胆管癌血管生成；各 GEO 数据集中 LOXL2 与 VEGFA 的表达均 呈正相关（r=0.320、0.243、0.234、

0.665，均 P<0.05）。在胆管癌细胞中，干扰 LOXL2 后 VEGFA 的表达及分泌水平均明显下降，过表

达 LOXL2 后 VEGFA 的表达和分泌水平均明显升高（均 P<0.05）。干扰 LOXL2 的胆管癌细胞的条件

培养基培养后 HUVECs 管腔形成明显减少，而过表达 LOXL2 的条件培养基培养后 HUVECs 管腔形成

明显增加（均 P<0.05）。

结论： LOXL2 在胆管癌中的表达升高，并可能通过上调 VEGFA 的表达促进胆管癌的血管生成。
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胆 管 癌 （ c h o l a n g i o c a r c i n o m a ,  C C A ） 是 起

源 于 肝 内 外 胆 树 上 皮 且 具 有 高 度 侵 袭 性 的 恶 性 肿

瘤，尽管发生率不高，但是病死率高 [1-2]。尽管在

手术方面取得了很大进步，但是5年生存率仍然较

低[3]。因此寻找新的靶点为治疗胆管癌提供新的策

略。赖氨酰氧化酶样蛋白2（lysyl oxidase-like 2，

LOXL2）是细胞外基质修饰酶的赖氨酰氧化酶家

族成员之一。LOXL2最初是从人成纤维细胞分离

出 来 ， 并 参 与 细 胞 外 基 质 的 重 塑 。 各 项 研 究 表 明

LOXL2高表达促进肿瘤的侵袭转移以及与患者的

预后密切相关 [4-6]。课题组先前通过免疫组化证实

了LOXL2在胆管癌组织中高表达，并促进了胆管

癌的侵袭转移[4]，但是其下游机制不是很清楚，为

了探索LOXL2在胆管癌中的作用机制，本研究进

一步通过GEO数据库证实LOXL2在胆管癌中表达

情况，利用GSEA分析LOXL2与血管形成的关系，

在 G E O 数 据 中 分 析 L O X L 2 与 血 管 内 皮 生 长 因 子 A

（vascular endothelial growth factor A，VEGFA）

表达的关系，并在体外实验通过干预LOXL2观察

VEGA的表达变化及其分泌水平对血管形成影响。

1　材料与方法

1.1  数据库分析

1.1.1  数 据 来 源　 胆 管 癌 数 据 从 公 共 数 据

库 GEO 下 载（https : / /www.ncb i .n lm.n ih .gov /

g e o ， G S E 7 6 2 9 7 ， G S E 1 0 7 9 4 3 ， G S E 2 6 5 6 6 ，

GSE89749）。

1.1.2  基 因 集 富 集 分 析（gene set enrichment 

analysis，GSEA）　GSEA 用来评估一个预先定义

的 基 因 集 的 基 因 在 与 表 型 相 关 度 排 序 的 基 因 表 中

的 分 布 趋 势， 从 而 判 断 其 对 表 型 的 贡 献 [7]。 根 据

GSE76297 数 据 库 中 癌 组 织 LOXL2 mRNA 的 表 达

中 位 数 划 分 为 高 低 两 组， 选 取 MsiDB（Molecular 

Signatures Database v6.2） 中 与 血 管 生 成 相 关 的

基 因 集（http://software.broadinstitute.org/gsea/

msigdb/index.jsp）。GSEA 分 析 使 用 GSEA2.0.9

（http://www.broadinstitute.org/gsea）。 根 据 划

Methods: The relevant data were downloaded from the GEO database, and then, the difference in LOXL2 mRNA 

expression between CCA tissue and tumor adjacent tissue was compared; the potential function of the LOXL2 

in CCA was determined by gene set enrichment analysis; the relationship between the expressions of LOXL2 

and vascular endothelial growth factor A (VEGFA) was analyzed in each dataset. The changes in expression and 

secretion level of VEGFA in CCA cells after down- or up-regulating LOXL2 expression were detected by Western 

blot, qRT-PCR and ELISA, respectively. The human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were cultured 

with the conditioned medium from CCA cells with LOXL2 interference or overexpression, and then, the tube 

formation abilities of the HUVECs were observed. 

Results: The results of GEO database analyses showed that the LOXL2 expression in CCA tissue was 

significantly higher than that in tumor adjacent tissue (P<0.05); LOXL2 was possibly associated with 

angiogenesis in CCA; there was a significant positive correlation between LOXL2 expression and VEGFA 

expression in each GEO dataset (r=0.320, 0.243, 0.234 and 0.665, all P<0.05). In CCA cells, the VEGFA 

expression and secretion level of LOXL2 were significantly decreased after LOXL2 interference, and 

were significantly increased after LOXL2 overexpression (all P<0.05). The number of tube formation was 

significantly decreased in HUVECs after culture with the conditioned medium from CCA with LOXL2 

knockdown, and was significantly increased in HUVECs after culture with the conditioned medium from CCA 

with LOXL2 overexpression (both P<0.05).

Conclusion: LOXL2 expression is increased in CCA and it may promote angiogenesis in CCA through 

upregulating VEGFA expression.
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分的 LOXL2 mRNA 高低两组通过 GSEA 软件鉴别

LOXL2 与血管生成之间的关系。

1.2  细胞实验

1.2.1  细 胞 培 养 及 病 毒 转 染　QBC939 和 RBE

胆 管 癌 细 胞 系 由 本 实 验 室 储 存， 人 脐 静 脉 内 皮

细 胞（human umbilical vein endothelial cells，

HUVECs） 购 自 美 国 ATCC 细 胞 库， 培 养 基 为 含

10% 胎牛血清（ZETA，日本）的 RPMI 1640，细

胞培养在 5%CO2、37 ℃的培养箱中。靶向 LOXL2

的干扰病毒和过表达病毒购自吉玛公司（上海）。

细 胞 铺 6 孔 板 过 夜 后， 加 入 107（100 μL） 病 毒

悬液过夜后扩增转染的细胞经流式筛选（mCherry 

荧光）。

1.2.2  Western blot 检测　使用加有蛋白酶抑制剂

（罗氏，美国）RIPA 裂解液（Sigma-Aldrich，美

国） 提 取 细 胞 总 蛋 白， 细 胞 刮 收 集 贴 壁 细 胞， 冰

上裂解 15 min，14 000 r/min，4 ℃离心 15 min，

弃沉淀，收集上清。BCA 法测定浓度，100 ℃变性 

10 min。经 SDS-PAGE 转至 PVDF 膜，5% 脱脂奶粉

室温封闭 2 h，分别加入 GAPHD 一抗（1:10 000，

三 鹰 ）、LOXL2（1:2 000，Abcam）、VEGFA 

（1:2 000，Abcam）4 ℃封闭过夜，PBST 漂洗 10 min× 

3 次，加入二抗（1:4 000，Abcam）室温孵育 2 h，

PBST 漂洗 10 min×3 次。ECL 发光显影成像。

1.2.3  实 时 定 量 PCR（qRT-PCR） 检 测　 总

RNA 提 取 根 据 Eastep Super 试 剂 盒 方 案 进 行

（Promega，USA）。 在 CFX96 实 时 定 量 仪 器

（Bio-Rad， 美 国） 中 使 用 SYBR 试 剂（Takara，

日 本 ） 进 行 实 时 定 量 PCR。 实 验 重 复 3 次。

LOXL2 正 向 引 物：5'-TCC TCA ATG CGG AGA 

TGG TG-3'， 反 向 引 物：5'-CTG TGA CAG TCG 

TGC CAG AT-3'；VEGFA 正 向 引 物：5'-GGG 

CAG AAT CAT CAC GAA GT-3'，反向引物：5'-TGG 

TGA TGT TGG ACT CCT CA-3'；GAPDH 正向引物：

5'-AGA AGG CTG GGG CTC ATT TG-3'， 反 向 引

物：5'-AGG GGC CAT CCA CAG TCT TC-3'。

1.2.4  酶 联 免 疫 吸 附 实 验（enzyme- l inked 

immunosorbent assay，ELISA）　将胆管癌细胞接种

于 6 孔板中，过夜后在无血清培养基中培养 24 h，

收 集 条 件 培 养 基， 根 据 VEGFA ELISA 试 剂 盒

（Abebio，美国）方案进行。

1.2.5  血管形成检测　将基质胶加入到 24 孔板中，

含有 1x105 个 HUVECs 的条件培养基 500 μL 加入

到每孔中，培养箱中孵育 8 h。倒置显微镜观察形

成的血管数并拍照（100 倍），每个样品随机选取

3 个 不 同 的 视 野 拍 照， 用 ImageJ 软 件 计 算 形 成 的

血管数，并比较各组之间的差异。

1.3  统计学处理

实 验 结 果 均 采 用 I B M  S P S S  2 2 . 0 软 件 进 行 统

计 学 分 析 。 连 续 性 变 量 采 用 双 尾 t检 验 。 L O X L 2

和VEGFA之间的相关性分析采用线性回归分析。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  LOXL2 在人胆管癌组织中的表达

通过下载GEO数据，进行分析胆管癌和癌旁

LOXL2的表达关系，在GSE76297和GSE107943数

据库中分析发现，LOXL2在胆管癌组织中明显高

于癌旁组织（均P<0 .0001）。并且在成对的癌和

癌旁样本中，癌组织中的LOXL2也明显高于癌旁

组织（均P<0.0001）（图1）。

2.2  GSEA 分析

下载GSE76297数据库数据，通过GSEA分析

LOXL2参与血管形成相关的基因集，发现LOXL2

参 与 两 个 血 管 形 成 的 基 因 集 （ N E S = 1 . 5 8 3 ， 名 义

P=0.012；NES=1.632，名义P=0.002）（图2）。

2.3  LOXL2 的表达与 VEGFA 表达相关性分析

通 过 G S E 2 6 5 6 6 、 G S E 7 6 2 9 7 、 G S E 8 9 7 4 9 和

G S E 1 0 7 9 4 3 数 据 库 分 析 发 现 ， L O X L 2 的 表 达 与

VEGFA的表达正相关（r=0.320、0.243、0.234、

0.665，均P<0.05）（图3）。
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图 2　GSE76297 数据的 GSEA 分析
Figure 2　GSEA analysis using GSE76297 data
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图 1　LOXL2 在胆管癌和癌旁组织中的表达  
Figure 1　Expressions of LOXL2 in CCA and tumor adjacent tissues 
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2.4  干预 LOXL2 后 VEGFA 的表达的变化

分 析 G E O 数 据 发 现 L O X L 2 与 V E G F A 的 正 相

关 ， 故 推 测 L O X L 2 可 能 调 控 V E G F A 的 表 达 ， 笔

者 前 期 的 研 究 表 明 L O X L 2 蛋 白 在 Q B C 9 3 9 比 R B E

细胞要高 [7]。因此选择了在QBC939细胞转染干扰

LOXL2病毒，RBE细胞转染过表达LOXL2病毒，

为 了 提 高 转 染 效 率 ， 过 表 达 和 干 扰 的 细 胞 经 过 流

式 筛 选 ， 荧 光 显 微 镜 观 察 过 表 达 和 干 扰 的 细 胞 荧

光（图4）。通过Western blot和RT-PCR分析发现

在QBC939细胞干扰LOXL2后，VEGFA的蛋白和

mRNA表达明显下调（均P<0.01），在RBE细胞过

表达LOXL2后，VEGFA的蛋白和mRNA表达明显

上调（均P<0.01）（图5）。

2.5  干预 LOXL2 后胆管癌细胞 VEGFA 的分泌

水平

进 一 步 通 过 E L I S A 实 验 检 测 干 预 L O X L 2 后

对 V E G F A 的 分 泌 影 响 ， 发 现 在 Q B C 9 3 9 细 胞 干 扰

LOXL2后，与对照组比较，VEGFA的分泌水平明

显减少（P<0 .01），而在RBE细胞过表达LOXL2

后，与对照组比较，VEGFA的分泌水平明显增加

（P<0.01）（图6）。
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图 3　在 GEO 数据中 LOXL2 和 VEGFA 的表达关系
Figure 3　Correlation between LOXL2 and VEGFA in GEO datasets
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图 4　荧光显微镜观察病毒转染的 RBE 细胞和 QBC939（×400）
Figure 4　RBE and QBC939 cells transfected with the lentivirus observed under fluorescence microscopy (×400)
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B: VEGFA mRNA expressions determined by qRT-PCR
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2.6 干预 LOXL2 后对血管形成的影响

收 集 胆 管 癌 细 胞 各 处 理 的 条 件 培 养 基 组 进 行

血管形成实验，结果显示，过表达LOXL2的RBE

细胞的条件培养基培养的HUVECs与对照组比较，

管腔形成数明显增加（P<0.01），而干扰LOXL2

的QBC939细胞的条件培养基培养的HUVECs与对照

组比较，管腔形成数明显减少（P<0.01）（图7）。

3　讨　论

血 管 生 成 在 人 类 生 殖 、 器 官 形 成 、 伤 口 愈 合

以 及 组 织 修 复 过 程 中 发 挥 着 重 要 作 用 ， 同 样 在 各

种疾病如肿瘤进展中也起着关键角色[8]。目前血管

生 成 已 经 成 为 恶 性 肿 瘤 公 认 的 标 志 之 一 ， 肿 瘤 的

血 管 通 过 提 供 营 养 和 氧 来 维 持 肿 瘤 的 侵 袭 性 生 长
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图 6　干预 LOXL2 后胆管癌细胞 VEGFA 的分泌水平  
Figure 6　Secretion levels of VEGFA in CCA cells after LOXL2 interwentions 
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图 7　血管形成实验结果  
Figure 7　Results of the angiogenesis assay 
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和转移[9]。多种生长因子通过不同的机制激活血管

生成，其中VEGFA是最主要的生长因子，激活信

号 通 路 诱 导 内 皮 细 胞 增 殖 和 迁 移 ， 促 进 内 皮 细 胞

出芽以及管腔形成[10-11]。尽管目前抗血管生成药物

已 用 于 临 床 ， 但 是 在 治 疗 胆 管 癌 方 面 作 用 有 限 以

及临床副作用多 [ 12]，因此有必要深入理解胆管癌

血 管 生 成 的 分 子 机 制 。 本 研 究 通 过 数 据 库 分 析 及

细胞水平验证，LOXL2通过上调VEGFA促进胆管

癌血管生成，从而促进胆管癌的进展。

LOXL2是赖氨酰氧化酶家族5个成员（LOX、

LOXL1、LOXL2、LOXL3、LOXL4）中的一员。

赖 氨 酰 氧 化 酶 家 族 蛋 白 失 调 与 纤 维 结 缔 组 织 疾

病、心血管疾病以及肿瘤密切相关 [13]。LOXL2在

各 种 肿 瘤 中 高 表 达 ， 参 与 了 肿 瘤 的 进 展 过 程 ， 包

括乳腺癌、肺癌 [5, 14]。笔者先前的研究 [7]通过免疫

组化发现LOXL2蛋白水平在胆管癌组织高表达，

参 与 了 胆 管 癌 的 进 展 ， 减 少 了 患 者 的 总 体 生 存 率

以及无病进展期 生存率。在GE O数据库分析，进

一步证实了LOXL2的mRNA水平在胆管癌组织高表

达。LOXL2通过不同的作用机制促进了肿瘤的进

展。LOXL2可被肿瘤细胞分泌到细胞外，发挥的

主 要 功 能 是 催 化 细 胞 外 基 质 胶 原 蛋 白 和 弹 性 蛋 白

的交联及硬化 [ 1 5 ]，细胞外基质的改变不仅为肿瘤

细 胞 的 生 存 和 迁 移 提 供 了 良 好 的 微 环 境 ， 还 可 以

通 过 整 合 素 等 信 号 通 路 促 进 了 肿 瘤 细 胞 的 迁 移 和

转移 [16]。细胞内的LOXL2发挥的作用表现在两方

面 ， 一 方 面 在 核 内 与 一 些 转 录 因 子 结 合 促 进 上 皮

间质转化从而促进肿瘤的进展[17-18]，另一方面还参

与了一些信号通路的激活[19]。

Z a f f r y a r - E i l o t 等 [ 2 0 ]使 用 L O X L 2 单 克 隆 抗 体

（AB0023）抑制了卵巢癌、肺癌以及乳腺癌的血

管 形 成 。 同 时 W a n g 等 [ 2 1 ]发 现 在 肝 细 胞 肝 癌 H I F -

1 α 诱 导 血 管 形 成 是 经 过 L O X L 2 介 导 形 成 。 但 是

LOXL2诱导血管形成的机制还不是很清楚，本研

究通过GSEA分析发现 LOXL2也可能参与了胆管

癌 的 血 管 形 成 。 由 于 V E G F A 在 血 管 形 成 中 起 主

要作用，本研究随后在GEO数据库分析LOXL2与

VEGFA的表达关系，发现两者的表达在多个样本

库中密切相关，在体外实验，通过干预LOXL2观

察 对 V E G F A 的 表 达 影 响 ， 证 实 L O X L 2 能 够 调 节

VEGFA的表达和分泌，并且影响血管形成。最新

研究表面，LOXL2在肝、肺、肾 [22]以及心脏纤维

化的过程中起主要作用，并且LOXL2单克隆抗体

在动物实验能够抑制肝纤维化 [23-25]。因此LOXL2

可能成为胆管癌治疗的一个新靶标。

综上所述，本研究发现，LOXL2在胆管癌中

高表达，通过上调VEGFA促进了肿瘤的血管形成，

为LOXL2成为胆管癌治疗的靶点提供理论依据。
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